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The　Role　of　ras　p21　on　the　Proliferation　of　Human
　　　　　Pancreatic　Cancer　Cells　（MIA　PaCa－2）
　　　　　　　　　　　　　　　　Tomoya　SATO
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　The　role　of　the　ras　oncogene　product　（ras　p21）　in　cell　growth　was　investigated　using　a　human
pancreatic　cell　line　（MIA　PaCa－2　（PC　cell）］．
　Dot　blot　analysis　of　a　PCR－amplified　DNA　sample　from　a　PC　cell　revealed　a　point　mutation　at
codon　12，　but　not　at　codon　13，　of　K－ras．
　　Antisense　oligonucleotide　toward　a　mutated　portion　of　K－ras　gene　significantly　decreased　DNA
synthesis　to　580／o　of　control．
　　Isoprenylation　of　ras　p21　and　its　anchoring　to　cell　plasma　membrane　are　critical　steps　for　it　to
function，　and　this　process　is　prevented　by　HMG－Co　A　reductase　inhibitor　（HMG－Co　A　RI）．
Simvastatin　（SIM），　an　HMG－Co　A　RI，　markedly　inhibited　PC　cell　growth　in　a　concentration－
dependent　manner．
　　This　phenomeon　was　reversed　by　addition　of　exogenous　mevalonate，　which　was　produced　from
HMG－Co　A　in　the　reaction　catalysed　by　HMG－Co　A　R．
　　Western　blotting　analysis　revealed　that　K－ras　p21　bound　to　the　plasma　membrane　was　reduced
by　SIM．
　　SIM　also　attenuated　the　stimulation　of　PC　cell　growth　by　TGF－a　and　IGF－1，　the　known　autocrine
growth　factors　in　PC　cells，　indicating　that　the　function　of　normal　ras　p21　which　has　been　suggested
to　act　in　the　downstream　of　the　receptors　of　these　two　growth　factors，　is　also　affected　by　SIM．
　　The　above　ovservations　suggest　that　a　mutated　K－ras　p21　and　normal　ras　p21，　which　are　thought
to　be　critical　mediators　in　the　signal　transduction　pathway　of　such　growth　factors　as　TGF－a　and
IGF－1，　participate　in　the　proliferation　of　PC　cells．
　　In　addition　the　inhibitory　action　of　SIM　may　be　exerted　through　the　disrupting　of　normal　and
activated　ras　p21　function．
　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言
腫瘍発生の基本的原因は，癌関連遺伝子が異常を
来たし，これが複数個累積することにあることが次
第に明らかになってきた1）．このような遺伝子群に
は癌遺伝子（ras，　erbB遺伝子等）と，癌抑制遺伝子
（1994年12月26日受付，1995年1月6日受理）
Key　words：HMG－CoA還元酵素阻害剤（HMG－CoA　Reductase　inhibitor），　Ras蛋白質（Ras　protein），膵癌
（Pancreatic　cancer）
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（RB，　P53遺伝子等）があり，その遺伝陸産物は，細
胞増殖のシグナル伝達系において，重要な役割をに
なっている蛋白質が多い1）．したがっていくつかの
癌関連遺伝子が，点突然変異，転座，増幅，欠失な
どにより異常を来たす結果，細胞増殖の調節が失調
するものと考えられている1）．本研究では，代表的癌
遺伝子のひとつであるras遺伝子に注目し，その細
胞増殖に果たす役割をヒト膵癌細胞（MIA　PaCa　2
細胞）を用いて検討した．正常ras遺伝子産物（ras
p21）は189個のアミノ酸よりなる小分子GTP結
合蛋白質の一つである．近年この蛋白質が細胞の増
殖を司るシグナル伝達系において極めて重要な役割
を果たしていることが明らかになってきた2）3）4），ras
遺伝子は3種類（H－ras，　K－ras，　N－ras）に分類され
る．いずれも，コドン12，13，あるいは61番目の点
突然変異により，その遺伝子産物（ras　p21）は活性
型のまま存在するようになり，細胞の癌化に寄与す
るものと考えられている2）3）4）．一方，ヒトに発生する
癌の中で膵癌は，ras遺伝子の突然変異が極めて高
率（90％以上）に起きていることが知られているが，
その細胞増殖における役割の詳細は明らかではな
い3）．そこでras蛋白質を制御することで膵癌細胞
の増殖がどの様に変化するかを，活性型ras遺伝子
mRNAに対するアンチセンスオリゴヌクレオタイ
ドとras蛋白質の作用を抑制するHMG℃oA還元
酵素阻害剤（HMG－CoA－RI）を用いて検討した．
材料および方法
　1．材料
　実験に用いたヒト膵臓癌細胞，MIA－PaCa2細胞
（以下PC細胞）はアメリカンタイプカルチャーコレ
クションより入手した．HMG－CoA－RI剤である，
シンパスタチン（SIM）は萬有製薬株式会社，プラ
パスタチン（PRA）は三共株式会社より提供を受け
た．ヒトトランスフォーミング成長因子（TGF一α）
とヒトインスリン様成長因子（IGF－1）は各々アー
ス製薬株式会社，藤沢製薬株式会社より提供を受け
た．メバロン酸（MVA）はシグマ社，　Dulbecco’s
Modified　Essential　Medium（DMEM）培地，抗生
剤はギブコ社，ウシ胎児血清（fetal　calf　serum，以
下FCS）はフィルトロン社，ウシ血清アルブミン
（bovine　serum　albumin，以下BSA）は半井化学よ
り各々入手した．カルチャーフラスコ（25cm2，80
cm2）および56．7cm2カルチャーディッシュはヌン
ク社，4cm2，12穴プレートはコースター社のものを
用いた．
　2．細胞培養および増殖実験
　PC細胞は5％FCSと抗生剤（ペニシリンG100
U／ml，ストレプトマイシン100μg／m1，アンホテリ
シンB250　ng／ml）を含むDMEM培地に，37℃，
5％CO2の条件下で維持した．
　細胞増殖の観察は以下の様に行った．継代培養し
た細胞をトリプシンで処理し遠沈後，5％　FCS／
DMEM培地に再浮遊させ，12穴プレートに1～2×
104個／0．7ml／wellで播種した．48時間後にメディ
ウムを吸引し，5％FCS／DMEM（0．9ml／well）を
加え，同時に試験物質を添加した．2日毎に培地およ
び試験物質を替え，通常4日後に細胞をトリプシン
処理した後，コールターカウンター（Coulter　Elec－
trics社）を用いて細胞の計測を行った．　SIMの作
用の可逆性を検討する実験では，前述の方法によっ
て4日間SIMを作用させた後，　SIMを含まない培
地に変更し，薬剤除去から14日後まで2日毎に細胞
数の計測を行った．SIMは100％エタノールに溶解
後0．1Nの水酸化ナトリウム液を加え50℃で2時
間加熱し0．1Nの塩酸で中和後一20℃で保存した
ものを希釈して使用した．PRAは蒸留水で希釈し実
験に供した．
　3．ras遺伝子の点突然変異の解析とアンセチン
　　スオリコヌクレオチドによるPC細胞のDNA
　　合成に及ぼす影響
　PC細胞よりQIAmpキット（QIAGEN社）を用
いてDNAを採取しK－ras遺伝子コドン12を含む
領域をPCR法にて増強した．用いたプライマーは
foward；d　（GACGTGCCTGTTGGACATC），
reverse；d　（CTATTGTTGGATCATATTCG）
で，94℃1分，55℃2分，72℃1分を1サイクルとし
40サイクルで増幅した．得られたPCR産物をハイ
ブリダイゼーション転写膜（Zeta－ProbeGTバイオ
ラド社）に1μ1滴下し，膜を乾燥後MEGALABEL
（Takara）を用いて，5’末端を標識したras　Gene
probeを用いてハイブリダイゼーションを行った．
洗浄後，フィルターを乾燥させオートラディオグラ
フィーを行った．
　この結果をもとにコドン12を中心に13merの
アンチセンスオリゴヌクレオチド（AS），とセンス
オリゴヌクレオチド　（S）をCyclone　plus　DNA
synthesizer（ミリポア社）を用い図1の様に作成し
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K－ras　（MIA　PaCa　cells）
Wild　type　K－ras　gene
mutated　K－ras　gene
Antisense
　　　codon　12
s’　AGCT．G．G－T．GGCGTA　3’
5’　AGCT－T．GT．　GGCGTA　3f
5’　TACGCCACAAGCT　3t
図1PC細胞のras遺伝子の点突然変異の解析と
　　アンチセンスオリゴヌクレオチドの作製．
　　　PCR法を用い解析したPC細胞コドン12の
　　塩基配列（mutated　type），点突然変異を認めな
　　い膵癌細胞（wild　type），作製したアンチセン
　　スオリゴヌクレオチド（Antisense）
た．DNA合成は，3H一チミジンの取り込みを指標
にして観察した5）．PC細胞を接触阻止状態（con－
fluency）よりやや少ない密度に達した時点で，培地
を0．3％BSAと抗生剤を含むDMEM培地（0．3％
BSA／DMEM培地）に変更し24時間後にASまた
はSと0．1μCi／mlの濃度の3H一チミジンを加え24
時間培養した．その後培養液を吸引して，細胞を
0．3％BSA／DMEM培地で1回洗浄した．10％トリ
クロロ酢酸処理後同液を吸引除去し，エタノール：
エーテル混合液（1：3）で2回洗浄した．1N水酸化
ナトリウムで融解した後，1N塩酸で中和し，検体中
の3H一チミジンをβカウンターで測定した．
　4．ras蛋白質のウエスタンプロッティング解析
　PC細胞（3×105個／10　m1）を56．7cm2ディッシ
ュに播種し，5％FCS／DMEM培地で培養した．48
時間後にメディウムを交換，SIMを5μM，及び10
μMの濃度で添加，さらに48時間後セルスクレイパ
ーを用いて細胞を集めた．集めた細胞はA液（10
mMトリス塩酸，10％シュークロース，1mMフェ
ニルスルフォニルフルオライド，50u／mlアプロチ
ニン，pH　7．5，4℃）でハンドホモジナイザーを用い
てホモジナイズ後，夏中にてソニケーションを1分
間行った．4℃で遠心分離（600g，5分間）後，得ら
れた上清を20000gで40分間超遠心し，沈渣をB
液（10mMトリス塩酸，0．15　M　NaCI，0．01　M
MgCI2，0．5％ノニデットP40，1mMフェニルス
ルフォニルフルオライド，50u／mlアプロチニン，
0．5ml）で融解した．これを更に4℃で超遠心（20000
g，40分間）し得られた上清をサンプルとし，1レー
ンにつき約100μgの蛋白質を15％ポリアクリルア
ミドゲルにて電気泳動を行った11）．スタンダードに
はK－ras蛋白（オンコジーンサイエンス社）を用い
た．ホライズブロット転写装置（アトー社，AE6670）
表1アンチセンス及びセンスのPC細胞のDNA
　　　合成に及ぼす影響，
10μM（Bq） 50μM（Bq）
Sense
`nti　sense
62．00±1．00
R3．60±0．50
47．64±0．04
Q0．35±1．16
を用い，PVDF膜（クリアプロットP膜，アト一
社）にゲル内の蛋白を転写した．PVDF　膜は3％
BSA含有TBS溶液（20　mMトリス塩酸，0．5M
NaCl，　pH　7．5）に30分間浸した後，0．05％
Tween20を含むTBS溶液（T－TBS）で洗浄し抗
K－rasマウスモノクロナール抗体（オンコジーンサ
イエンス社，1：250）に4℃で16時間反応させた．さ
らにT－TBS液で洗浄後，2次抗体のホースラディ
シュペルオキシダーゼ結合抗マウスIgG抗体（オン
コジーンサイエンス社）に1時間反応させた後，ウ
エスタンプロッティング検出キット（ECL社）で発
光させ，X線フィルム（富士写真忍言）に感光させ
た6）．
結 果
　1）PC細胞のK－ras遺伝子解析とASオリゴの
　　PC細胞増殖に与える影響
　K－ras遺伝子をドットプロット法にて解析した結
果コドン12の点突然変異［GGT（グリシン）→TGT
（シスチン）］を認めた．これをもとに作製したASオ
リゴ，Sオリゴを用いてPC細胞のDNA合成に及
ぼす影響を観察した．表1に示す様にSに比しAS
10μM及び50μMの添加により3H一チミジンの取
り込みが，各々46％及び58％抑制された．
　2）PC細胞増殖に及ぼすH：MG－CoA－RI剤の影
　　響
　PC細胞を培養した5％FCS／DMEM培地に種々
の濃度のSIM，　PRAを添加し，これらの細胞増殖
に及ぼす影響について観察した（図2a，　b）．　SIM，
PRA共に濃度依存的にPC細胞の増殖を抑制した．
SIMの50％抑制濃度（IC，。）は約1μMであった
が，PRAのIC5。は約500μMでSIMの抑制効果
が約500倍強力であった（結果図示省略）．
　SIM抑制効果が特異的であるか否かを検討する
目的でSIMによって合成が低下すると考えられる
MVAを同時に添加し細胞増殖を観察した．その結
果SIMによる増殖抑制は，　MVAの添加で濃度依
存的に解除された（図3）．さらに，SIMの作用の可
（3）
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図2－a，b　PC細胞の増殖に及ぼすシンパスタチン　（SIM）図2－a（左図），プラパスタチン
　　（PRA）図2－b（右図）の影響．
　　　5％FCSを含有する培養液（5％FCS／DMEM）で培養した細胞に4日間薬剤を作用させ
　　細胞数を計測した．
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　図3　シンパスタチン（SIM）によるPC細胞増殖
　　　抑制に及ぼすメバロン酸（MVA）の作用．
　　　　5％FCS含有DMEM液で培養したPC細胞
　　　にSIMとMVAを同時に添加し，4日後に細
　　　胞数を算定した．
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図4　シンパスタチン（SIM）によるPC細胞増殖
抑制作用の可逆性の検討．
5％FCS含有DMEM液で培養したPC細胞
にSIMを4日間作用させ，薬剤除去後10日後
に細胞数を計測．
逆性を観察する目的で，4日間薬剤に作用させた後，
SIMを除去した．その結果抑制されていた細胞の増
殖は回復し，薬剤除去10日後で対照群とSIM添加
群の間で細胞数に有意差を認めなかった（図4）．こ
の結果よりSIMの増殖抑制作用は可逆性と考えら
れる．
　3）TGF一αとIGF－1のPC細胞増殖促進作用に
　　及ぼすSIMの影響
　TGF一αとIGF－1がオートタリン因子として増殖
促進的に作用していることは報告されている7）．一
方でこの2つの増殖因子は共にチロシンキナーゼ活
性を有する受容体を介しras蛋白質を活性化するこ
とが示唆されている8）9）10）．そこでTGF一αとIGF－
1の増殖刺激作用がSIMで影響を受けるか否かを
検討した．その結果SIM非存在下で刺激される細
胞増殖はSIM　5μM存在下で完全に抑制された（図
5）．
　4）ウエスタンプロッティングによるK－ras蛋白
　　質の解析
　SIMの膜結合型ras蛋白質に与える影響を検討
する目的でPC細胞にSIMを5，10μMの各濃度
で48時間作用させ溶解した膜分画をSDS－PAGE
（4）
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図5　シンパスタチン（SIM）存在下（破線），非存
　在下（実線）でのTGF一αとIGF－1のPC細
　胞増殖に及ぼす影響．
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図6ウエスタンプロッティングによるK－ras蛋
　　白質の解析．
で分離後ウエスタンプロッティング法を用い対照と
比較した．SIM処理細胞では濃度依存的に膜結合型
K－ras　p21の減少を認めた（図6）．
考 察
　近年の分子生物学の著しい進歩により，腫瘍の発
生は遺伝子異常に起因することが明らかになってき
た．このような異常遺伝子によってコードされる蛋
白質の多くは，細胞増殖のシグナル伝達において重
要な役割を担っており，異常遺伝子が累積されるこ
とで，癌の発生に至ると考えられている1）。発癌に関
与する遺伝子は癌遺伝子，あるいは癌抑制遺伝子と
呼ばれ，70種類を越える遺伝子が明らかになってい
る．ras遺伝子は，このような遺伝子の中で代表的な
もので，この遺伝子によってコードされる21Kdの
蛋白質は小分子GTP結合蛋白質の一つであり，通
ras　p21
GTP
MAPK
Raf－1
MAPKK
図7　細胞内シグナル伝達経路．
常細胞の増殖，分化を司るシグナル伝達系において
分子スイッチの役割を演じている（図7）．正常の細
胞ではras　p21はGDP結合型（非活性型）で存在
し，チロシキナーゼ（TK）活性を有する増殖因子受
容体（EGF，　FGF，　PDGF受容体など）や，非受容
体蛋白質（src，　yesなど）からの信号によってGTP
結合型（活性型）に変換される2）3）4）20）ras　p21の下
流域には細胞増殖の重要な経路と考えられている
Raf－1からMAPキナーゼに至るカスケイドの存
在が示唆されている12）．GTP結合型（活性型）ras
p21は信号送出後，再びGDP結合型（非活性型）
へ変換される．しかしこのras遺伝子に点突然変異
（主にコドン12，13，61番目）が起こるとras　p21
はGTP結合型（活性型）のままで存在し，信号を
送り続ける結果，細胞の増殖が持続するものと考え
られている2）3）4）．ヒト膵癌では，90％以上の症例で
ras遺伝子の点突然変異が存在し3），これはヒトに発
生する癌の中で最も高頻度である．今回用いたヒト
由来膵癌細胞（MIA　PaCa－2，　PC細胞）を解析し
た結果，点突然変異によってK－ras遺伝子の12番
目のコドンGGTがTGTへ変換し，アミノ酸はグ
リシンからシスチンへ置換されていた．この点突然
変異が，実際増殖促進に関与しているか否かを検討
する目的で，この変異遺伝子のmRNAを特異的に
抑制すると考えられるアンチセンスオリゴヌクレオ
チド（以下ASオリゴ）を作製した．　PC細胞にAS
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オリゴを作用させ細胞のDNA合成を観察すると，
対照群に比し合成は抑制された．従ってこの変異遺
伝子の存在はPC細胞の増殖に促進的に作用するも
のと考えられた．ras遺伝子の点突然変異を特異的
に認識するASオリゴがras蛋白質産生を抑制する
事実はいくつか報告されている15）16）．著者が用いた
AS　オリゴも，コドン12の点突然変異を有する
mRNAと二重鎖形成をする結果，蛋白質合成障害
を起こすと推定された．しかしその機序の詳細は不
明で，他に局所での三重鎖形成による調節性核蛋白
質のDNAへの結合抑制，遺伝子転写の抑制などの
作用機i序も報告されている17）．以上の様にPC細胞
においては，活性型K－rasが増殖促進的に作用する
ことが推測された．
　PC細胞でTGF一αとIGF－1がオートタリン機構
を介して増殖促進作用を有していることを明らかに
されている7）．この2つの増殖因子の受容体はチロ
シキナーゼ活性を有していることが明らかになって
いる8）9）10）．これらの受容体を介する刺激は，下流域
に存在し，かつ増殖シグナルの主経路と考えられて
いる12）13）．以上のことを考慮するとPC細胞におけ
る増殖には少なくとも2つの機構が関与すると考え
ることができる．1つは点突然変異による活性型K
－ras　p21から発するシグナルからMAPキナーゼに
至る機構であり，もう1つはオートタリン因子であ
るTGF一αやIGF－1によるras　p21の活性化から
MAPキナーゼに至る機構である．一方，無血清培
地で培養したPC細胞に外因性にTGF一α，　IGF－1
を添加するとそれらの増殖刺激効果は比較的軽度で
ある7）．この理由の1つとして細胞自らが分泌する
TGF一αとIGF－1のため外因性に添加した増殖因子
の効果が現れにくいものと考えられるが，その他に，
既に点突然変異によって活性化されたras　p21が存
在するため，それを経由する増殖因子のシグナルが
表面化しにくいことが推測された．
　HMG－CoA－RIはHMG－CoA－Rを阻害すること
でメバロン酸以下コレステロール産生に至るまでの
経路を抑制するが，同時にその中間産物も抑制され
る（図8）．この中間産物の中にras　p21の作用発現
に重要なファルネシル化を司る物質であるファルネ
シルピロリン酸が含まれている（図8）．従って，こ
のタンパクが減少するとras　p21のファルネシル化
が抑制されてその細胞膜への結合が阻害され
る18》’9）．今回PC細胞にHMG－CoA－RIである
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SIM，　PRAを作用させた結果，前者は著しくPC細
胞の増殖を抑制した．一方PRAの作用は軽微でそ
の原因としてこの物質が水溶性で，細胞内への移行
が低いためと推定された．またSIMによる増殖抑
制効果は薬剤の除去で消失したことから可逆的であ
り，この結果からSIMは細胞制止的に働くものと
考えられた．またSIMによる作用はMVAの添加
で解除された．従ってその効果は非特異的な作用で
はないと考えられた．PC細胞の膜結合型K－ras　p21
を抗K－ras　p21抗体を用いたウエスタンプロッテ
ィングで解析するとSIMによって濃度依存的に減
少した（図6）．この事実はras　p21のファルネシル
化の阻害の結果細胞膜へのアンカーリングが低下し
たことに起因すると考えられた．以上の結果から，
SIMの増殖抑制効果の機序の一つとして，点突然変
異によって活性化されたK－ras　p21と，オートタリ
ン因子であるTGF一αやIGF－1によって活性化さ
れたras　p21の作用の阻害が考えられた．
結 語
　1）ヒト膵癌細胞（MIA　PaCa－2）において，　K－
ras遺伝子のコドン12のGGT（Gly）から，　TGT
（Cys）への点突然変異を認めた．この遺伝子の
mRNAに対するアンチセンスオリゴヌクレオチド
（6）
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を作製しPC細胞の増殖に対する影響を観察した結
果，対照に比しDNA合成が抑制された．
　2）SIMをPC細胞に作用させると，細胞増殖は
著しく抑制され，同時に観察した膜結合型ras　p21
は低下していた．
　3）PC細胞の増殖機構でオートタリン因子とし
て作用するTGF一αやIGF－1の増殖刺激作用も
SIMで消失した．
　4）以上の結果よりPC細胞においてはK－ras遺
伝子の活性化が増殖を刺激する作用を有しており，
SIMはこの蛋白質の作用発現を阻害することによ
って増殖抑制作用を発揮すると考えられた．さらに
オートタリン因子として働くTGF一αやIGF－1の
下流域に存在するras蛋白質群もSIMによって抑
制されるものと考えられ，この薬剤の増殖抑制効果
のもう1つの機序と推測された．
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